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二 斑 叶 螨 抗 螺 螨 酯 品系 GST 基因 的 克隆 与 表达 分 析 
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摘要 :【 目的] 揭示 二 斑 叶 螨 Tetranychus urticae 对 螺 螨 酯 的 分 子 抗 性 机 理 。【 方 法 ] 利 用 RT-PCR 克隆 了 二 斑 叶 螨 
的 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (glutathione S-transferase, GST) 基因 cDNA 全 长 序列 , 采用 生物 信息 学 软件 分 析 了 克隆 基因 
的 编码 量 日 特性 ; 利用 实时 奖 光 定量 PCR 方法 分 析 GST 基因 在 二 斑 叶 螨 的 螺 螨 酯 抗 性 与 敏感 品系 中 的 表达 差异 。 
【结果 】 克 隆 获 得 的 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 2 个 基因 分 别 被 命名 为 TuGSTdl 和 TuGSTd2. ( GenBank 登录 号 分 别 为 : 
KC445659 和 KC445660)。 序 列 分 析 发 现 , TuGSTd1 的 开放 阅读 框 长 度 为 648 bp, 编码 215 个 氨基 酸 , 分 子 量 约 为 
24.47 kDa, 理论 等 电 点 为 5.49; TuGSTd2 的 开放 阅读 框 为 648 bp, 编码 215 个 氨基 酸 , 分 子 量 约 为 24.57 kDa, 理 
论 等 电 点 为 6.33。 系 统 发 育 分 析 表 明 这 两 个 基因 与 村 全 爪 里 Panonychus citri Delta 家 族 的 GST 基因 的 氮 基 酸 序列 
一 致 性 为 93% 。 实 时 奖 光 定量 PCR 结果 表明 ,TwuGSTd1 FA TuGSTd2 在 二 斑 叶 螨 抗 螺 螨 酯 品系 中 的 相对 表达 量 分 
别 为 敏感 品系 的 5.60 和 3.75 fi. [258316] GST 基因 在 二 斑 叶 螨 抗 螺 螨 酯 品系 中 的 相对 表达 量 均 显 著 高 于 敏感 品 
系 , 据 此 推测 GST 基因 的 过 量 表达 可 能 与 其 对 螺 螨 酯 的 抗 性 形成 有 关 。 
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Abstract. [ Aim] In order to clarify the resistance mechanism of Tetranychus urticae to spirodiclofen at 
the molecular level. [ Methods] The full-length cDNAs of GST genes of T. urticae were cloned by RT- 
PCR, the structure and function of the coded proteins were analyzed by bioinformatic software, and the 
expression levels of GST genes in the spirodiclofen-resistant ( Sp-R) and susceptible (SS) strains of T. 
urticae were assayed by quantitative real-time PCR. [Results] Two GST genes were cloned and named as 
TuGSTdl and TuGSTd2, which were deposited in GenBank under the accession no. KC445659 and 
KC445660, respectively. The open reading frame of TuGSTd1 is 648 bp in length, encoding 215 amino 
acids with the predicted molecular mass of 24. 47 kDa and the theoretical pI of 5. 49, while that of 
TuGSTd2 1s 648 bp in length, encoding 215 amino acids with the predicted molecular mass of 24. 57 kDa 
and the theoretical pI of 6.33. Phylogenetic analysis showed that these two GST genes have 93% amino 
acid sequence identity with Delta class GSTs of Panonychus citri. Quantitative real-time PCR showed that 
the relative expression levels of TuGSTdl and TuGSTd2 in Sp-R were 5. 60 and 3. 75 times as high as 
those in SS, respectively. [Conclusion] The relative expression levels of GST genes in Sp-R were higher 
than those in SS, suggesting that the up-regulated expression of GST genes is probably related with the 
development of resistance to spirodiclofen in T. urticae. 
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A Me H Rk-S-EE TE E (glutathione S-transferases, 
GSTs) 是 一 类 多 基因 家 族 编码 的 超 家 族 酶 系 ( 余 时 
友 等 , 2010) ,能够 催化 多 种 内 源 的 和 外 源 的 亲 脂 
化 合 物 与 还 原型 谷 胱 甘 肽 的 -SH 286, PARET 
中 心 , 提高 水 溶性 ， 降低 细 胞 毒性 。GST 是 由 分 子 
量 相同 或 近似 的 26 kD 亚 基 组 成 的 同 源 或 异 源 二 聚 
体 , 每 一 个 亚 基 包含 2 个 结构 域 , 由 5 ~ 10 个 氨基 
酸 残 基 组 成 的 可 变 连接 区 连接 的 N 端 结构 域 和 C 
端 结构 域 ，N 端 结构 域 含 有 较为 保守 的 谷 胱 甘 肽 特 
异 结合 的 G 位 点 ，C 端 结构 域 含有 可 变性 较 大 的 结 
SAKER HI H M (Chen et al., 2003) 。GSTs XX 
要 分 为 微粒 体型 、 线 粒 体型 和 胞 质 型 三 大 类 。 而 多 
数 昆 虫 胞 质 GSTs 可 分 为 Sigma, Omega, Zeta, 
Theta, Delta 和 Epsilon 6 个 家 族 (Ketterman et al., 
2011) 。 其 中 与 杀 虫 剂 抗 性 相关 的 为 昆虫 特异 的 
Delta 和 Epsilon 家 族 ( Chelvanayagam et al., 2001) 。 
GSTs 的 主要 功能 是 对 异 源 有 毒物 质 解 毒 , 保护 细 
胞 免 受 氧 化 损伤 和 对 激素 、 内 、 外 源 化 合 物 进 行 细 
胞 间 运 输 。 对 昆虫 CSTs 功能 的 研究 主要 集中 在 对 
杀 虫 剂 的 解毒 代谢 和 抗 氧化 方面 。 

— PEU S Tetranychus urticae 是 一 种 重要 的 世界 
性 害 螨 。 由 于 长 期 以 来 使 用 专 一 的 杀 螨 剂 且 育 目 、 
大 量 和 连续 使 用 , 使 其 对 多 种 化 学 杀 螨 剂 均 产 生 了 
不 同 程度 的 抗 药性 , 使 叶 蝎 抗 性 进入 极度 的 快速 发 
展 阶段 ,以致 困 树 和 蔬 染 生产 中 很 难 找到 高 效 防 治 
Ao AFR RETEA H RARA MRE R 
BRE , 严重 影响 着 其 果 bit VV. 的 发 展 。 Es] 内 外 
关于 螨 类 对 螺 螨 酯 抗 性 机 理 方面 的 研究 报道 尚 少 ， 
Van Pottelberge 3 Us z& ffi uc HJ C. 3 21 274 倍 的 二 斑 
Hic Im ds. 用 奖 光 检测 其 GSTs 活性 显著 
增加 ,为 敏感 品系 的 2.5 倍 (Van Pottelberge et al., 
2009), uf E5 VASE DLTETHOS o TES 5 Pi HI DETE 
监测 中 , 经 筛选 的 二 斑 叶 旺 品系 GSTs 的 活性 增加 
了 1.2 倍 (Rauch and Nauen, 2003) , Niu 等 (2012 ) 
研究 表明 ，CSTs 可 能 参与 了 田间 种 群 柑橘 全 爪 螨 
对 时 螨 灵 的 解毒 代谢 。 本 实验 室 段位 乐 等 (2011 ) 
和 符 海 波 等 (2011 ) 已 从 生理 生化 方面 对 螺 旺 酯 的 
抗 性 机 制 进行 了 研究 , RH REAT EROS PR DUTE 
主导 机 理 可 能 与 GSTs 的 活性 增强 有 关 。 因 此 , 为 
了 延 绥 二 斑 叶 螨 对 螺 蠕 酯 抗 性 的 产生 ,延长 药剂 的 
使 用 寿命 , 本 研究 利用 RT-PCR 技术 对 二 斑 叶 旺 搞 
ERIR AE m A AI GST 基因 进行 克隆 并 分 析 了 其 在 不 


同 品 系 中 的 mRNA 表达 量 , dios — BERT BROGE ERU B 
的 分 子 抗 性 机 理 , 为 其 合理 使 用 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

供 试 螨 类 : 敏感 品系 (susceptible strain, SS), 
2007 年 6 月底 采 目 甘肃 省 兰州 市 兴隆 山 国 家 级 和 猴 
林 公 园 , 不 接触 任何 药剂 的 情况 下 采用 雌雄 单 系 
(一 雌 一 雄 用 叶 奉 法 在 培养 下 中 ) 繁殖 饲养 , 将 其 后 
代 转 移 到 盆栽 页 豆 凋 上 在 人 工 气候 室内 大 量 饲养 约 
40 代 , 作为 二 斑 叶 星相 对 敏感 品系 来 源 ; 螺 螨 酯 搞 
性 品系 (spirodiclofen-resistant strain, Sp-R) ,由 同 源 
的 相对 敏感 品系 分 出 一 部 分 个 体 , 扩 繁 后 用 螺 螨 酯 
( spirodiclofen) 在 室内 经 30 代 汰 选 , 获得 了 抗 性 倍 
数 为 77.92 倍 的 室内 抗 性 品系 ( 段 辛 乐 等 ,2011 ) 。 
室内 饲养 条 件 为 温度 26 + 1 ， 相 对 湿度 75% + 
5% ， 光 周期 14L: 10D。 

主要 的 试剂 和 仪器 :， RNeasy Plus Micro Kit 购 
H Qiagen 7 mH], PrimeScript" 1st Strand cDNA 
Synthesis Kit 及 PCR 相关 试剂 购 自 TaKaRa 公司 ， 
Gel Extraction MiniKit 购 和 目 上 海 华 天 生物 工程 有 限 
公司 ,克隆 用 的 载体 pGEM-T Easy Vector I H 
Promega 公司 ， 感 受 态 细胞 DHSa 购 自 北京 全 式 金 
公司 , 定量 用 的 SYBR Green Realtime PCR Master 
Mix 购 自 Toyobo 公司 。Universal Hood lI XER EX, [8 
[X.( Bio-Rad) , Mx3000P"" sg & PCR 4X (Stratagene ) 。 
1.2. 总 RNA 提取 及 第 一 链 cDNA 的 合成 

分 别 挑 取 二 斑 叶 蠕 螺 旺 酯 抗 性 和 敏感 品系 上 肉 成 
螨 ( 各 品系 大 约 500 头 ), 在 液 氨 中 用 研磨 棒 充 分 研 
Ej, 参照 Qiagen 公司 的 RNeasy Plus Micro Kit 试 
剂 盒 说 明 书 提取 总 RNA。 对 提取 到 的 总 RNA 进行 
完整 性 检测 。 吸 取 2 pL 总 RNA 在 核酸 蛋白 质 浓 度 
测定 仪 Nanovue( GE Healthcare) 上 测定 其 纯度 。 用 
1% 的 球 脂 糖 电泳 胶 电 泳 分离, 经 GoldView 染色 ， 
检测 其 完整 性 。 参 照 TaKaRa 公司 的 PrimeScript 
Ist Strand cDNA Synthesis Kit 试剂 盒 说 明 书 将 提取 
的 RNA 反 转 录 为 cDNA。 
1.3 引物 的 设计 

ARPE 8j d DS 2H FP 71] (Grbic et al., 2011) 
设计 用 于 GST 基因 扩 增 及 定量 表达 研究 的 引物 , 详 
见 表 1。 
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R1 本 研究 所 用 的 引物 及 用 途 


Table 1 Primers and their use in the experiment 


目标 基因 


Target gene 


引物 序列 (5" -37) 

Primer sequences 
: ATGGTCCTCGAACTGTACCAATTAC 
: TAGTTGGTGGAAAGAGTTGGT 
on : TCAACCCTTTCCATTGTATCCC 
: GTTTCCTTCCAGCTAGACTTGCTTAG 
: ATGGTCATCGAACTGTATCAATTACCT 
: ATTCTCGGAAATCTTTGATAGGGTC 
CST? : AACATTCCCATTGAGACTAAACATC 
: ATTCCTTCGAAATTGTTCTCGTTAA 
: ACCCATGTCTGCTCCTTGTC 
on : TAAGTCATGATGGCCCGACT 


: CITTCCACTGTATTCCGACCA 
GST2 


J | 多 = | m J 可 | 三 "ud ux "rj 


: TCCCAGTAAAGCCATCGTTC 


1.4 基因 的 扩 增 

以 抗 性 品系 的 cDNA 为 模板 , PCR 扩 增 目的 基 
因 。25 uL PCR 反应 体系 : cDNA 模板 1 uL, 10 x 
PCR Buffer 2. 5 uL, MgCl, (25 mmol/L) 2. 5 uL, 
dNTPs Mixture (2. 5 mmol/L) 2 nL、 上 上 下游 引物 各 
1 uL, DNA XE Hg 0. 25 uL, ddH,O 14. 75 uL, 
PCR 反应 的 条 件 : 95C 预 变 性 3 min; 95% 变性 30 
s, 55C 复 性 30 s, 72C 延伸 1 min, 4 35 个 循环 ; 
最 后 72% 延伸 10 min。 取 7 uL 产物 在 196 的 琼脂 
粮 凝 胶 上 进行 电泳 检测 。 
1.5 PCR 产物 的 克隆 与 测序 

按照 腕 回收 试剂 盒 Cel Extraction MiniKit ( 上海 
TERE) 对 目的 条 带 进 行 纯 化 , 纯化 产物 连接 到 
pGEM-T Easy Vector 上 ,再 转化 到 感受 态 大 肠 杆菌 
中 。 在 LB 固体 培养 基 ( 含 有 Amp ) 平 板 上 涂 布 5 
uL X-gal, 5 uL IPTG, 吸取 40 ~80 uL KARIR T TF 
上 述 LB 固体 平板 培养 基 上 , BEF 370 温 箱 恒温 
Zo MAAIE, PCR 再 液 鉴定 阳性 殉 隆 送 
华 大 公司 测序 。 
1.6 ”实时 艾 光 定量 PCR 分 析 

定量 PCR 反应 体系 为 : SYBR® Green Realtime 
PCR Master Mix 10 uL, ddH,0 7 pL、 上 上 下游 引物 
(E 4 1 pL 及 模板 cDNA 1 pL。 反应 条 件 : 95C 
预 变性 2 min; 95?C 变性 15 s, 60% 退火 30 s, 延伸 
30 s, 40 个 循环 ; 在 60C ~95C 下 进行 融 解 曲线 。 
在 以 上 条 件 下 , 作 融 解 曲线 分 析 , 确认 设计 的 定量 


扩 增 片段 长 度 (bp) 
Length of amplified fragments 


56 Æ 
引物 用 途 
Use of primers 

595 

GST1 基因 扩 增 Amplification of GSTI 
506 
625 

GST2 基因 扩 增 Amplification of GST2 
516 
195 GST1 基因 定量 Quantitative real-time PCR of GSTI 
157 GST2 基因 定量 Quantitative real-time PCR of GST2 


引物 的 扩 增 效果 ， 即 无 非特 异 扩 增 及 引物 二 聚 体 。 
将 cDNA 模板 稀释 成 一 系列 的 浓度 梯度 进行 扩 增 ， 
制作 标准 曲线 , 并 计算 引物 的 扩 增 效率 。 
1.7 序列 分 析 

核 车 酸 序列 编辑 和 氨基 酸 序列 的 推导 使 用 
DNAMAN 软件 完成 , 同 源 性 序列 搜索 由 NCBI 站 点 
的 BLAST 完成 , 系统 发 育 树 的 构建 使 用 MEGA5.0 
软件 完成 。 利 用 ProtParam £P Fr drag 63E E33 24 
基 酸 序列 的 组 成 、 相 对 分 子 质 量 、 等 电 点 等 理化 性 
质 。 用 ClustalX 1. 83 进行 多 序列 比 对 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

采用 2 ”方法 计算 相对 表达 量 , 根据 所 得 数 
据 作 柱 形 图 。 利 用 SPSS18. 0 软件 对 数据 进行 两 个 
独立 样本 了 检验 (Independent-samples T Test) ( P < 
0.05), 


2 结果 与 分 析 


2.1 二 斑 叶 螨 成 螨 总 RNA 的 提取 和 PCR 扩 增 产 
物 鉴定 

提取 二 斑 叶 螨 成 螨 总 RNA( 图 1) , 检测 总 RNA 
的 纯度 与 完整 性 。 总 RNA 的 OD4/ODA TE 1. 8 -~ 
2.2 之 间 , 琢 脂 糖 凝 腕 电泳 检测 显示 具有 28S rRNA 
和 18S rRNA 两 条 亮 带 , 且 二 者 之 间 的 亮度 比 接近 
2:1, 表明 所 提取 的 总 RNA 具有 很 好 的 完整 性 。 采 
用 特异 性 引物 对 GST 基因 进行 RT-PCR 扩 增 , 得 到 
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图 1 二 斑 叶 螨 成 螨 总 RNA 提取 结果 电泳 图 图 2 ”二 斑 叶 螨 成 螨 GST 基因 全 长 PCR 扩 增 电泳 


Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of total RNA from 


Tetranychus urticae adults 


Fig. 2 Full-length cDNA verification of GST genes from 
Tetranychus urticae adults by PCR 


1: BEES A Spirodiclofen-susceptible strain; 2 -3: 抗 螺 螨 酯 M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA marker; 1 -2: GST1; 3 -4: GST2. 


品系 Spirodiclofen-resistant strain. 
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ATGGTCCTCGAACTGTACCAAT TACCCTTCTCTGCTCCT TGCCGACAAGTAATGATGGTTGGTAAAATCCTCAACCTTCCTATT 
M V L E L XY Q Lb P F s A P C R Q V M M V GKI LNL P I 


GAGACTAAACCTCTGGATCTGATGCAAGGCGAACACTTAAAACCCGAATTTCTGAAGATCAACCCTTTCCATTGTATCCCAACC 
E T KR P hb D b M Q GE H b K P E F L K I N P FF H € 1 四 T 


TTGGTCGATGATGGATT TGCTTTGTGGGAAAGTCGGGCAATCATGACTTAT CTGGT TAACAAGT ATGCACCTGAAAGCAGT CTT 
L V DD GF A LWESRAIHMTYLVNEKYAP ESSL 


TATCCCAAAGACT TACAAGCTCGTGCAACTGTAGACCGATGGCTTTACTGGGATAATGGATCACTCTACGCCTCTCTTGGTGCC 
Y P K D L QA RA T V D R W L YW DN GS L YAS L G A 


TATTATTTCCCCATTGTACGTCAAGGAGTCAAACCAGAT CCAGCAGT TGCAACGCTTTTCATGGATAAAGTTAAGCT TCTTGAT 
Y Y F P I V R QOQ G V E P D P A V A T L F M D E V EK bh bh D 


GAGGCCCTTGCAAAGACCAAGTACTGGTGTGGAGACACCATTACTTTGGCCGACCTTGCTGTTTTGACTAGCATAACAACTGCC 
EARHAkxk TK YNE cCHDTITLADLAYVLETSITTA 


AAAGGTGCGGACCTTGATCTCAGCGCATTTAAAAATGTTGACCGATGGTTGAAGGAACTGGAAACTAACTATGCTAGTTGGTGG 
K G A D L D L SA FEF KN V D R W L KE L E T N Y A S W W 


AAAGAGTTGGTTAACGAGCCTGTTGAAGGATTCAGAGGT TTCCTTCGAGCT AGACT TGCT TAG+ 
K E L VNE PV EE G F RG F L RA RL A * 


ATGGTCATCGAACTGTATCAATTACCTTACTCTGCTCCTTGCCTACAAGTAAGAAT GGTTGGTAAAATCCTCAACAT TCCCATT 
M V IE LY QL P YBAP RC LOQOV RMYV SG KI LN I PI 


GAGACTAAACATCTTGATCTGGAGAAAGGTGAACACTTAAAACCCGAATTTCTGAAGATCAACCCTTTCCACTGTAT TCCGACC 
E T Kk H h H LÀ E EK G E HE hb K P E F L K I N P FISH C I GI T 


ATGGTTGATGATGGATTTGCTTTATGGGAAAGTCGGGCAATCATGACTTATTTGGTTAACAAGTATGCACCTGAAAGCAGTCTT 
M V D D G F A EW E S R AI M T Y LV NO KYAPESSL 


TATCCCAAAGACGCGAAAGCTCGTGCAACTGTCGAACGATGGCTTTACCGGGACACTGGTTCACTCTACGCGACTCTTTTCTCG 
EK P K D A K A RA T V E 及 W Lb T RD T G 3 bh Y A T LE 5 


TACTATATAGTTATTATCGAAGGAGGTAAACCAGATCCAGCAGTTGCTACACTTTT CATGGATAAAGTT AAGCTTCT TGAT GAG 
Y Y I V I i E G G E FP DP A V A T LIEF OM DEVE LLLbLFPEE 


GCCCTTGCAAAGACCAAGTACTTGTGCGGAGACAACATTACTTTGGCTGACCTCTCTGTTTTGTGTAGCATAAGCGCTGCTAAA 
Al ak Tk x 27 c ld p Nz TLAalnusvrucs:isnantk 


GGTGCAGACTTTGATCTTAGTGCATACAAAAATATTGAACGTTGGTTGAAGACACTGGAAACTAACTCTGCTAGTTGGTGGAAA 
G A D F D L S AY KN I E SORWLETLETNSASIWMIS EK 


GAGTTGGTCACTGACCCTATCAAAGATTTCCGAGAATTCCTTCGAAATTGTTCTCGTTAA 
E à VT DE I ED FR EE EF LRNC SR * 


图 3 TuGSTdl (A) 和 TuGSTd2(B) 编 码 区 的 核 车 酸 序 列 及 推测 的 氨基 酸 序列 


Fig. 3 Nucleotide and deduced amino acid sequences of TuGSTdl (A) and TuGSTd2 (B) from Tetranychus urticae adults 
灰色 底 纹 代表 催化 关键 残 基 , JERRI AA Catalytic critical residues are shaded in gray, while the folding critical residues are in box. 
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二 斑 叶 螨 GSTs 与 其 他 昆虫 GSTs 的 多 序列 比 对 


Fig. 4 Amino acid alignment of GSTs from Tetranychus urticae and other insects 
GSTs 序列 的 来 源 及 GenBank 登录 号 分 别 为 The origin of GSTs and their GenBank accession numbers; AgGSTI-6; K] HE WEIR iX Anopheles gambiae, 
Q93113; AdGSTD1 4: 大 劣 按 蚊 Anopheles dirus, Q9GN60; AdGSTDI -3: X45 fx Anopheles dirus, QQGNE9; LeGST; 铜绿 蝇 Lucilia cuprina, 
P42860. 用 Clustal X 进行 多 序列 比 对 , 在 BoxShade 中 标注 。 黑 色 阴 影 
分 别 表示 催化 的 丝氨酸 残 基 , 谷 胱 甘 肽 结合 位 点 (C-site) MAKMA ( H-site) 。a,a 螺旋 、B,B 折 春 、 二 级 结构 元 件 和 保守 位 点 参照 冈比亚 
按 蚊 AgGSTDI-6 进行 标注 。Sequences are aligned using Clustal X with default parameters, and then the alignments are shaded using BoxShade in such 


示 相 同 所 基 酸 , 灰色 阴影 


示 相 似 氨 基 酸 , REN O0. S. *, GAMH 


a way that identical residues are shaded in black and conserved ones in gray. The threshold fraction is set at 0. 5. The catalytic residue Ser is marked with 


the asterisk. Residues involved in binding glutathione ( G-site) are marked with G and those forming the hydrophobic site ( H-site) with H. The 


secondary-structure elements are underlined and labeled ( a-helices starting with œ and -strands with B). The labeling scheme for secondary-structure 


elements refers to that of AgGSTD1 6. 


与 预计 大 小 相近 的 目的 片段 (图 2)。 
2.2 ZHE GST 基因 序列 分 析 

二 斑 叶 螨 GSTI 和 GST2 基因 cDNA 均 为 648 
bp ( GenBank 登录 号 : KC445659 和 KCA45660) , ， 分 
别 编码 215 和 215 个 氨基 酸 的 开放 阅读 框 , 起 始 密 
码 子 ATG, 终止 密码 子 TAA。 暂 命名 为 TuGSTd1 和 
TuGSTd2, 根据 在 线 分 析 软 件 (http://web. expasy. 
org/ ) 分 析 发 现 ， 由 核 苷 酸 推 寻 的 重 日 质 分 子 式 分 
别 为 C139 Hiz N27 0311 So 和 Cis H754 Nos Q317 545, 理 
论 分 子 量 分 别 为 24.47 kDa F 24. 57 kDa, 等 电 点 
分 别 为 5.49 和 6. 33; N-i ARN EAR (Met, 
M), 为 稳定 型 氨基 酸 , FEKA 30 h, 不 稳定 参 
数 分 别 为 26. 26 $138.05, iX Iu $a Fa Tur HS AR de 
( Asp + Glu) 分 别 为 26 和 28; 总 的 带 正 电荷 的 残 基 
(Arg +Lys) 分 别 为 23 和 27。 亲 水 性 平均 数 分 别 为 
-0.004 和 -0.091, 预测 这 两 个 重 日 均 为 杀 水 性 重 
日 ,并且 其 脂肪 指数 分 别 为 98. 93 和 97.58。 在 二 
Pn] Delta 家 族 GST 基因 中 , S11 和 N49 代表 形 


成 GSTs 催化 域 的 关键 残 基 ， 而 P55-L142-C150- 
D157 可 能 反映 生日 质 折 和 登 所 形成 的 关键 残 基 ( 图 3)。 
2.3 二 斑 叶 螨 GST 基因 的 二 级 结构 与 活性 位 点 
分 析 

目前 , 已 有 4 个 Delta 家 族 的 蛋白质 品 体 结构 
被 解析 ( Wilce et al., 1995; Oakley et al., 2001; 
Chen et al., 2003 ) 。 本 研究 将 二 斑 叶 螨 的 两 条 GST 
基因 的 编码 序列 与 结构 清楚 的 CSTs 进行 多 序列 比 
Xj, Tf Dnus GSTs 与 其 他 昆虫 Delta 成 员 的 重 
白质 二 级 结构 以 及 活性 位 点 的 异同 。 从 图 4 中 可 
Al, 二 斑 叶 螨 的 GSTs 与 其 他 GSTs 一 样 , 包含 N 末 
M C 末端 两 个 保守 结构 域 。N 末端 由 B-a-B-a- 
B-B- 7 个 结构 基 序 组 成 , 而 C 末 端 则 由 5 个 a 螺 
旋 构 成 。a 螺旋 和 B DTE AJ Pup 1x3 d AM 


缺失 。 
2.4 ZHE GST 基因 系统 发 育 树 的 构建 及 同 源 
性 分 析 


目前 ， 昆 虫 学 研究 者 对 GST 基因 Delta 和 
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Epsilon 家 族 的 研究 相对 较 多 , 关于 GST 基因 研究 
的 目标 昆虫 目前 主要 集中 在 家 蝇 、 果 蝇 和 按 蚊 等 。 
此 , 在 GenBank 中 对 GST 基因 的 氨基 酸 序列 进行 
Blast 同 源 性 搜索 , RR TAHSIN Panonychus 
citri, AE TR MR Drosophila melanogaster. JR MWA XX 
Tribolium castaneum, Z £& Bombyx mori, WW x3 $ 


80 
41 


39 


98 
74 


59 


32 
32 


72 


40 
23 
80 


Acyrthosiphon pisum, |X] EG AV. T£ Ex. Anopheles gambiae, 
西方 蜜蜂 Apis mellifera 等 主要 物种 Delta Z& i n 
GST 基因 氨基 酸 序列 , HAE ARTS TJ — ETT Bog D ZR 
GST 基因 的 氨基 酸 序列 , 利用 Mega5. 0 软件 构建 了 
GST 基因 的 分 子 进化 树 ( 图 5)。 结 果 表 明 该 基因 与 
TEHA Delta 家 族 的 GST 基因 同 源 性 为 93% 。 


AL Sa Drosophila melanogaster GSTd2 
RUE Rd Drosophila melanogaster GSTd5 
黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster GSTd4 
RUE Sd Drosophila melanogaster GSTd6 
RS Sil Drosophila melanogaster GSTd7 
RUE it Drosophila melanogaster GSTd3 
RERI Drosophila melanogaster GSTdl 
RUE Drosophila melanogaster GSTd10 
RERI Drosophila melanogaster GSTd8 
黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster GSTd9 
IMA Y Tribolium castaneum GST 
ZK1& Bombyx mori GSTd1 


IMEK Tribolium castaneum GSTd2 


100 家 看 Bombyx mori GSTd 


100 ! Æ Bombyx mori GSTd2 


100 
93 
92 


村 全 爪 螨 Panonychus citri GST 
S/N Panonychus citri GSTd 


A REII Tetranychus urticae TuGSTd2 (KC445660) 


A REH Tetranychus urticae TuGSTdl (KC445659) 
93 i ci 3 Acyrthosiphon pisum GSTd6 
i cU Acyrthosiphon pisum GSTd7 


[X] EAE TZ C Anopheles gambiae GSTd8 


74 


64 Sg 


3l 
35 


19 22 


15 
28 
67 


49 


0.2 


ZÆ Bombyx mori GSTd3 
I3 HE Et Anopheles gambiae GSTd7 
i cU Acyrthosiphon pisum GSTd5 
IX] EENE 32. Anopheles gambiae GSTd11 
西方 蜜蜂 4piz mellifera GSTd1 
[X] EAE TZ Anopheles gambiae GSTd6 
IX] EE NE 32 Anopheles gambiae GSTd9 
冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae GSTd12 
KI EE NE Anopheles gambiae GSTd3 
IX EE NE 32 Anopheles gambiae GSTd4 
IX] Et Anopheles gambiae GSTd5 
IX] HEE TC Anopheles gambiae GSTd10 


图 5 二 斑 叶 螨 GSTs 与 其 他 物种 GSTs 的 系统 发 育 树 


Fig. 5 Phylogenetic tree of GSTs of Tetranychus urticae 


and other species based on amino acid sequence 


标尺 示 遗 传 距离 Scale bar indicates the genetic distance. 
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2.5 ”二 斑 叶 螨 成 螨 GST 基因 在 抗 螺 螨 酯 抗 性 品系 
与 敏感 品系 中 的 表达 

以 a-Tubulin 基因 (高 新 菊 ,2012 ) 作 为 内 参 基 
, 分析 TuGSTdl FU TuGSTd2 在 二 斑 叶 螨 人 敏感 和 抗 
RA mA P mRNA 的 表达 量 , 敏感 品系 的 比率 值 
默认 为 1, 结果 如 图 6 所 示 。 利 用 SPSS18.0 软件 对 
数据 进行 两 个 独立 样本 了 检验 (independent-samples 
T test) ; Zi XH, TuGSTdl 和 TuGSTd2 在 二 斑 叶 
里 抗 性 品系 中 的 相对 表达 量 分 别 是 敏感 品系 的 5. 60 
和 3.75 倍 , 均 显 著 高 于 敏感 品系 (P <0.05)( 图 
0) 。 


相对 表达 量 
Relative expression level 
人 





TuGSTadl 


TuGSTa2 
图 6 二 斑 叶 螨 抗 性 (Sp-R) 与 敏感 (SS) 品系 
CST 基因 的 相对 表达 
Fig. 6 The relative expression levels of the GST genes in 

the spirodiclofen-resistant ( Sp-R) and susceptible (SS) 

strains of Tetranychus urticae by real-time PCR analysis 
以 敏感 品系 中 的 表达 量 为 基准 ; 柱 上 不 同 字 母 表示 抗 性 与 敏感 品系 
间 基 因 表 达 存 在 显著 差异 (独立 样本 7 了 检验 , P < 0. 05 ) The 


expression level in SS is set as 1. Different letters above bars indicate 











significant difference between the susceptible and resistant strains at the 


0.05 level (independent-samples T test). 
SEGA, 
3 讨论 


昆虫 对 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 机 制 主 要 包括 表皮 穿 
透 率 下 降 、 作 用 靶 标 敏感 性 降低 和 解毒 代谢 作用 增 
强 等 3 个 方面 , 其 中 解毒 代谢 作用 增强 是 昆虫 抗 药 
性 的 主要 机 制 (Hemingway et al., 2004) , FRM 
过 RT-PCR 技术 殉 隆 获得 了 两 条 GST 基因 ,cDNA 
全 长 均 为 648 bp 的 开放 阅读 框 ， 分 别 编码 235 和 
235 VAER. RARA NIT RH AE A tE 
i Panonychus citri Delta 家 族 的 GST 基因 的 氨基 酸 
序列 一 致 性 为 93% 。 这 两 个 基因 均 归 属于 Delta 家 
族 , 与 其 他 物种 Delta 成 员 的 氨基 酸 序 列 具 有 相似 
的 二 级 结构 , 均 由 N 末 问 和 C 末端 功能 域 构 成 。N 
末端 由 B-o-B-o-B-B-o 7 个 结构 基 序 组 成 ,而 C R 


MiM h 5 个 a 螺旋 构成 , a 螺旋 和 B 折 蕉 结构 内 部 
没有 插入 和 缺失 , 其 缺失 和 插入 出 现在 loop Ko m 
Delta 家 族 在 昆虫 适应 杀 虫 剂 等 逆境 中 起 着 重要 作 
用 (Lumjuan et al., 2011) , 在 功能 上 主要 行使 对 外 
源 化 合 物 的 解毒 代谢 ( Ranson et al., 2001; 
Hemingway et al., 2002) 。 以 a-Tubulin 基因 作为 内 
参 基因 对 二 斑 叶 螨 敏感 和 抗 螺 螨 酯 品系 的 GST 基 
因 进 行 定量 表达 分 析 ， 结果 表 明 ，7TuGSTdl 和 
TuGSTd2 在 二 斑 叶 螨 抗 性 品系 中 的 相对 表达 量 与 敏 
感 品 系 相 比 , 分 别 是 其 5.60 和 3.75 倍 , 均 显 车 高 
于 敏感 品系 。GST 基因 的 表达 量 上 调 可 能 与 抗 性 形 
A «o 

目前 生理 生化 方面 GSTs 的 活性 增强 与 螨 类 抗 
药性 的 关系 已 有 报道 , 在 mRNA KEE, GSTs 的 相 
对 表达 量 在 昆虫 上 的 研究 较 多 , 但 在 螨 类 上 的 研究 
JB. NER Plutella xylostella 的 PxGST3 基 
Es] Br Za fb EA] B T A ER RA DL ZIS 18,38] , 它 的 表达 量 
增加 与 抗 性 有 关 ( Huang et al., 1998) 。 朱 蝇 的 
GSTD1 基因 在 DDT 抗 性 品系 中 表达 量 增加 (Tang 
and Tu, 1995) 。 家 晶 的 MdGST6A 基因 在 有 机 和 磷 杀 
虫 剂 抗 性 品系 中 过 量 表达 ( Wei et al., 2001), EIR 
Apri DDT 抗 性 品系 中 ,两 个 免疫 特性 上 完全 不 
同 的 GST 基因 都 过 量 表 达 ( Grant and Hammock, 
1992) 。Ranson 等 (2001 ) 研 究 发 现在 冈比亚 按 蚊 抗 
性 品系 中 亚 类 GSTs aggst322 基因 过 量 表达 5 倍 , K 
达 的 重组 酶 可 以 降解 DDT。 一 个 DDT 抗 性 品系 中 
有 多 个 Epsilon 类 GST 基因 过 量 表 达 ( Ortelli et al., 
2003) 。 根 据 二 斑 叶 螨 基 因 组 GST 家 族 的 相关 信 
E, Delta 家 族 GSTs 有 16 个, 为 最 多 的 家 族 ， 其 次 
为 Mu 家 族 , 为 12 个 (Grbic et al., 2011) ,这 两 个 
家 族 的 基因 可 能 均 参 与 了 抗 性 解毒 。 而 本 实验 只 涉 
及 到 Delta 家 族 的 2 个 基因 的 mRNA 相对 表达 量 的 
人 研究 , 初步 明确 了 TuGSTdl fü TuGSTd2 表达 上 调 可 
能 参与 了 二 斑 叶 旺 抗 螺 螨 酯 品系 的 解毒 代谢 , 但 是 
本 人 研究 还 不 能 确定 二 斑 叶 螨 中 GSTs 家 族 中 有 多 少 
基因 在 起 作用 。 因 此 , 今后 的 研究 将 会 涉及 到 其 他 
的 Delta 家 族 或 Mu 家 族 成 员 的 基因 表达 , 通过 得 
选 将 会 获得 更 多 的 GSTs 功能 基因 。 
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